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(57) Abstract 


The invention concerns nanoparddes contaiiUng at least one active principle, characterised In ftax ihey comprise the combinadon of 
at least a polymer^ preferably a paly(alkylcyanoaciylate) wherein the alkyl group, linear or branched, comprises 1 to 12 carbon atoms and 
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NANOPARTTCULES COMPRENANT POLYISOBUTYLCYANOACRYLATE ET CYCLODEXTOINES 


L' invention concerne la delivrance de 
principes actifs utilises notanunent dans le domaine des 
medicaments a visee preventive, curative ou diagnostique 
et egalement 1 ' amelioration de leur index therapeutique 
10 (amelioration du rapport benef ices/risques) . 

Elle a plus pgrticulierement pour objet de 
nouvelles nanoparticules renfermant au moins un principe 
actif . 

La mise au point de nouveaux syst^es de 
15 delivrance ou liberation de principes actifs a pour 

objectif premier la delivrance controlee d*un agent actif, 
notamment pharmacologique , a son site d* action a une 
Vitesse et k une posologie th^rapeutiguement optimales 
(1). L' amelioration de 1' index therapeutique peut @tre 
20 obtenue par modulation de la distribution du principe 

actif dans I'organisme. L* association du principe actif au 
systeme de delivrance permet notamment sa delivrance 
specif iquement au site d' action ou sa liberation contr61ee 
apr^s le ciblage du site d' action. La reduction de la 
25 quantite de principe actif dans les compartiments ou sa 

presence n*est pas souhai table permet d'accroitre 
I'efficacite dudit principe actif, de r^duire ses effets 
secondaires toxiques, voire m§me de modifier ou de 
restaurer son activite. 

30 

Les systdmes colloldaux de delivrance de 
principes actifs coirprennent les liposomes, les 
microemulsions, les nanocapsules , les nanospheres, les 
microparticules et les nanoparticules. Les nanoparticules 
35 presentent des avantages de ciblage, de modulation de 


wo 99/43359 


2 


PCT/FR99/00418 


distribution et de souplesse de formulation et ont une 
structure polymere qui peut etre congue et realisee de 
fagon adaptee au but poursuivi, Elles se sont revelees 
tout particuli^rement prometteuses pour obtenir un 
meilleur index therapeutique au sens defini ci-dessus, en 
raison de leur aptitude a assurer une liberation 
contr6l6e, une delivrance specif ique au site d' action ou 
delivrance ciblee, permettant a la fois une augmentation 
de l*efficacite et \ine reduction des effets secondaires 
toxiques au niveau des autres organes. 

Ce type d'admin^j^stration n^cessite I'eitploi de 
polymeres biodegradables . Parmi ceux-ci, les 
poly(cyanoacrylates d'alkyle) sont particulierement 
int6ressants car leur bio6rosion est observ6e rapidement 
par rapport a d' autres polymeres biodegradables et se 
deroule pendant des dur6es coit5>atibles avec les 
applications th6rapeutiques ou diagnostiques. 

Malgre ces caracteristiques int6ressantes, la 
capacite de. charge en principes actifs des nanoparticules 
de poly (cyanoacrylates d'alkyle), exprim^e en tant que 
quantite de principe actif associ6e k une unit6 de masse 
de polymere, est souvent limitee, notamment lorsque le 
principe actif est tres faiblement soluble dans l*eau car 
la fabrication des nanoparticules utilise des techniques 
de polymerisation en milieu aqueux. Cette limitation 
inportante de la charge en principe actif s* observe en 
particulier avec les principes actifs hydrophobes, 
amphiphiles et/ou insolubles. 

L' aptitude relativement faible des 

nanoparticules conventionelles a transporter une quantite 
adequate de principes actifs du site d' administration au 
site cible dans I'organisme risque souvent de conduire a 
la n6cessit6 d ' administrer des quantit^s considerables de 
polymeres. 
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Les poly (cyanoacrylates d'alkyle) sont 
utilises pour produire des nanoparticules en tant que 
vecteurs de principes actifs (3) . Toutefois, pour les 
raisons evoquees ci-dessus, les faibles charges obtenues, 
5 notamment avec les principes actifs hydrophobes, 

anphiphiles et/ou insolubles dans I'eau en limitent 
1 ' usage therapeutique . 

On a maintenant trouve de fagon surprenante 
10 qu*il 6tait possible d'6largir le domaine d* utilisation 

des polymeres, en particj^lier des poly (cyanoacrylates 
d'alkyle), en leur associant un ou plusieurs composes 
aptes a complexer des principes actifs et ainsi obtenir de 
nouvelles nanoparticules possedant des propri^tes 
15 originales . 

L* invention a done pour objet des 
nanoparticules contenant au mo ins un principe actif, 
caracterisees en ce qu'elles comprennent 1 'association 
d'au moins un polym^re, de preference un 
20 poly (cycuioacry late d'alkyle) dans leguel le groupe alkyle, 

lineaire ou ramifie, comprend de 1 a 12 atomes de carbone, 
et d'au moins xin compose apte a conplexer ledit principe 
actif . 

25 Le compost apte a complexer le principe actif 

selon la pr^sente invention est de pr6f6rence choisi parmi 
les oligosaccharides cycliques, notamment parmi les 
. cyclodextrines qui peuvent §tre neutres ou chargees, 
natives (cyclodextrines a, p, y, 6, £) , branchees ou 

30 polymer is6es ou encore modifi6es chimiquement par exemple 

par substitution d'lm ou plusieurs hydroxypropyles par . des 
groupements tels que alkyles, aryles, arylalkyles, 
glycosidiques, ou par etherif ication, est^rif ication avec 
des alcools ou des acides aliphatiques . Parmi les 

35 groupements ci-dessus, on pr6fere plus particulierement 
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ceux choisis parmi les groupements hydroxypropyle, 
methyle , sul f obutylether . 

De fagon inattendue, la presence d'un compose 
apte a complexer le principe actif dans 1 ' association 
selon 1 • invention permet au principe actif, meme s*il est 
hydrophobe, airphiphile et/ou insoluble, de penetrer a 
I'interieur de la structure polymerique resultant de 
1 ' association du ou des polymeres et du ou desdits 
composes aptes a complexer le principe actif, et ceci avec 
un rendement d' encapsulation dans cette structure 
signif icativement accru pa^, rapport a I'art anterieur, 
rendement qui semble li^ a I'^quilibre entre d'une part, 
la solubilisation resultant de 1 'utilisation de composes 
aptes a complexer le principe actif et, d' autre part, 
l*af finite du principe actif pour la nouvelle structure 
polymerique, ce cjui constitue un progres important sur les 
plans therapeutique et industriel. Par ailleurs, les 
nanoparticules stabilisent 6galement le complexe forme 
entre le(s)dit(s) compos6(s) et le(s)dit(s) polym4re(s) en 
raison de la nature solide des ncuioparticules . 

Grace a 1' invention, il est maintenant 
possible de charger des nanoparticules par exenple de type 
poly (cyanoacry late d'alkyle) non seulement avec les 
principes actifs hydrophiles mais egalement les principes 
actif s hydrophobes, amphiphiles et/ou insolubles. 

L' association d*un polym^re et d'un compose 
apte a complexer le principe actif permet la creation de 
nouveaux sites de fixation pour le principe actif qui 
n'apparaissent pas avec les polymeres utilises seuls. 
L* apparition de ces sites nouveaux, et en particulier 
celle d'une cavite hydrophobe avec les composes aptes a 
complexer les principes actifs, permet d'augmenter la 
charge en principe actif tout en maintenant la capacity de 
liberation contr616e et retard^e de celui-ci qui est 
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inexistante lorsqu'on utilise seuls les composes aptes a 
complexer . 

On a decrit dans I'art anterieur la 
5 preparation de polymeres a base de cyanoacrylate, ou les 

alkylcyanoacrylates sent associes au dextran au cours de 
la preparation (Egea, M. A. et al., Farmaco, 1994, 49, 
211-17) Or, dans cette methode le dextran est utilise 
classiquement en tant qu' agent stabilisant et ne permet 

10 pas de complexer une molecule active • En outre, le dextran 

est un polysaccharide lin^a,ire de masse moleculaire elev6e 
et il est done f ondamentalement different des 
cyclodextrines qui presente un faible poids moleculaire et 
qui sont capables de complexer d'autres molecules. Ainsi, 

15 les nanoparticules selon la presente invention presentent 

des propri^tes originales : 

- modulation de leurtaille, 

encapsulation augment6e de molecules 
actives, notamment des molecules , hydrophobes, 
20 amphiphiles et/ou insolubles, 

- absence 6ventuelle de stabilisant tel que le 

dextran . 

Il a egaleraent ete propose dans le brevet US 
No. 5 641 515 d'encapsuler I'insuline avec un polymere de 

25 polycyanoacrylate . Cette encapsulation est bas4e sur la 

formation de liaisons covalentes entre I'insuline et le 
polymere ce qui est different de la coitplexation a la base 
des nanoparticules selon la presente invention. En effet, 
les nanoparticules selon 1' invention sont fondees la 

30 capacite d'une molecule d*un principe actif de s'associer 

avec une, ou plusieurs, molecule de cyclodextrine par la 
creation de liaisons chimiques de faibles energie ,donc 
non covalentes, de fagon a former un complexe d' inclusion. 
L' existence de ce complexe resulte de la formation d'un 

35 6quilibre entre, d'xine part, les formes libres du principe 
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actif et de la cyclodextrine et d' autre part, du complexe 
d' inclusion. II est quant i tat ivement caracterise par sa 
constante de stabilite. Au sens de la presente invention, 
le terme coitplexation d^crit exclusivement ce dernier 
phenomene. Ainsi, la complexation du principe actif est 
mise en (Euvre non seulement au cours de la preparation des 
nanoparticules mais egalement dans les nanoparticules 
preparees, ou elle represente un moyen d'associer une 
quantite plus importante de principe actif. 

II convient en effet de rappeler que de 
manifere g6nerale, 1 ' associajt.ion d'un principe actif a des 
nanoparticules peut resulter d'une simple dispersion du 
principe actif sous forme de cristaux dans le polymere 
constitutif des particules, d'une solubility du principe 
actif dans le polymere , d'une adsorption faisant 
intervenir des liaisons chimiques secondaires (faibles 
Energies), ou enfin d'une liaison covalente (forte 
6nergie) avec le polymere constitutif des particules. 

A cet 6gard, il est utile d'indiquer que la 
preparation de nanoparticules necessite la polymerisation 
des monomferes de cyanoacrylate d'alkyles disperses en 
phase aqueuse. La synthase du poly (cyanoacrylate d'alkyle) 
perraet alors la formation des nanoparticules. 
Gen^ralement, cette 6tape est conduite en presence des 
principes actif s a encapsuler. Elle peut done avoir corame 
consequence, dans certains cas, le developpement non 
souhaite de liaisons chimiques covalentes entre le 
principe actif et le polymere forme. Ce phenomeme a ete 
decrit pour des peptides (Grangier, J. 1., J; Controlled 
Rel., 15, 3-13, 1991) ou d'autres molecules (vinblastine, 
V. Guise et al., Pharm. Res., 7, 736-741, 1990). 

La presente invention permet de palier cet 
inconvenient, car en masquant les groupements chimiques 
potentiellement r6actifs, la complexation du principe 
actif au cours de la preparation des nanoparticules de 
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1 • invention permet de proteger ledit principe actif vis-a- 
vis des reactions chimiques necessaires a la formation de 
la particule. Ainsi, le principe actif est avantageusement 
associe de maniere non covalente a la particule. 
5 En outre, 1 'association du principe actif aux 

nanoparticules s'effectue generalement dans un milieu 
aqueux acide. Or, pour certains principes actif s instables 
dans ces conditions, il en r^sulte un risque de 
degradation chimique susceptible d'aboutir a 

10 1 • encapsulation non souhaitee de derives d'hydrolyse et, 

de plus, pr^judiciable k I'obtention d'un taux 
d' encapsulation eleve du principe actif. En revanche, dans 
la presente invention, la complexation des principes 
actifs aux cyclodextrines permet de palier ces 

15 inconv^nients car elle permet de proteger les principes 

actifs vis-a-vis du milieu reactionnel exterieur. 

A titre de principes actifs susceptibles 
d'entrer dans la composition des nanoparticles de 

20 1' invention, on pent citer les anticancereiax, les 

antisens, les antiviraux, les antibiotiques, les 
proteines, polypeptides, polynucleotides, nucleotides 
antisens, les substances vaccinantes, les 

immunomodulateurs , les st6roides, les analgesiques, les 

25 antimorphiniques, les antifongiques et antiparasitaires . 

Parmi ceux-ci, 1' invention envisage tout particulierement 
le taxol ou I'tm de ses derives, la doxorubicine ou I'un 
de ses derives, les d6riv6s du platine. 

30 Le principe actif est en general present en 

une quantity de 0,01 k 300 mg/g de nanoparticules. 

La proportion de compost apte a coitplexer le 
principe actif est en general de 0,1 a 70 % en poids. 
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La proportion de principe actif et celle du 
compose apte a complexer sont independantes I'une de 
1 ' autre . 

L • invention conceme aussi bien entendu les 
conpositions pharmaceutique ou de diagnostic coitprenant 
les nanoparticules de 1' invention et au moins un v^hicule 
pharmaceutiquement acceptable et compatible. 

L' invention a egalement pour objet la 
preparation des nanoparticu^jp^s decrites precedemment . ^ 

Un premier precede de preparation des 
nanoparticules a base d'un polymers et plus 
particulierement de poly {cyanoacrylate d'alkyle) d^finies 
precedemment, est caracterise en ce qu'il comprend les 
etapes consistcint a : 

a) preparer un coraplexe d'au moins un 
principe actif avec au moins un compose apte a le 
conplexer, en solution dans un solvant aqueux ou non 
aqueiix, 

b) a j outer • progressivement au moins un 
monomfere du polymdre, et plus particulierement le 
cyanoacrylate d'alkyle monomere dans la solution obtenue a 
I'^tape (a), et 

c) effectuer une polymerisation de preference 
anionique mais Egalement indue tible par d'autres agents 
notamment photochimiques de ce monomere, 6ventuellement en 
presence d'un ou plusieurs agents tensio-actif et/ou 
stabilisant. 

Un second proc6d^ de preparation des 
nanoparticules selon 1' invention, constituant une 
alternative au premier precede ci-dessus, consiste a 
preparer d'abord des nanoparticules k base d'un polym^re 
et plus particulierement des poly (cyanoacrylate d'alkyle) 
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et d'un compose apte a complexer un principe actif, 
designees aussi "nanoparticules blanches" puis a associer 
auxdites nanoparticules blanches le principe actif. Plus 
par ticulierement , ce precede comprend les etapes 
5 consistant a : 

a) preparer une solution d'au moins un compose 
apte a complexer un pricipe actif dans un solvant aqueux 
ou non aqueux, 

b) a j outer progressivement au moins un 
10 monomere du polymere, et plus particulierement le 

cyanoacrylate d'alkyle roonomfere dans la solution de 
I'etape (a) , et 

c) effectuer une polymerisation de preference 
anionique mais egalement inductible par d'autres agents 

15 notamment photochimiques de ce monomere, eventuellement en 

presence d'un ou plusieurs agents tensio-actif et/ou 
stabilisant, 

d) aprfes un contr61e et une pruf ification 
eventuelle des nanopeorticules obtenus a I'etape (c), 

20 inciJber lesdites particules dans une solution du principe 

actif dans un solvant aqueux ou non aqueux. 

Comme dans le premier procede, 1 ' association 
du principe actif aux nanoparticules blanches d6pendra de 
la quantity de cyclodextrines associ^e aux nanoparticules 

25 Ce second procede pr^sente deux avantages : 

- 11 permet d'^viter d* avoir a effectuer les 
etapes de purification sur les nanoparticules chargees en 
principe actif, celle-ci pouvant about ir k des pertes de 
principe actif, 

30 - il permet de realiser un systeme susceptible 

d'gtre charge extemporan^ment en principe actif, par 
exemple dans le cas ou un principe actif est tres instable 
en solution, 

L' invention se rapporte done Egalement aux 
35 nanoparticules blanches, c'est a dire non chargees. 
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obtenues apres les etapes (a) a (c) du second precede 
decrit ci-dessus. En outre, ces particules blanches 
presentent im interet therapeutigue du fait de I'activite 
des cyclodextrines notamment dans le domaine du cancer 
(Grosse, P. Y. et al, British Journal of Cancer, 78 : 9, 
1165-1169, 1998) . 

Aux etapes (a) et (b) du premier procede de 
1* invention, le solvant est avantageusement choisi de 
faQon a ce que, tout en maintenant des conditions 
favorables a la polymerisation des polymeres et plus 
particulierement des poly (cyanoacrylate d'alkyle), la 
solubilite du principe actif et du compose apte a le 
coitplexer soit maximale dans le milieu d^fini par ce 
solvant. Avantageusement un tel solvant est choisi de 
preference parmi les solvants aqueux ou hydroalcooliques . 
Le solvant est choisi de la facon aux etaoes (a) , (b) et 
(d). du second proc 6d4 de 1' invention > 

La presence d'un agent tensio-actif ou d'un 
agent stabilisant est n^cessaire pour preparer les 
nanopcurticules de I'cirt ant6rieur. Comme le montrent les 
exeitples qui suivent, de . tels agents ne sont plus 
n6cessaires dans le cadre de la pr6sente invention. En 
effet, le compost apte a complexer le principe actif, 
comme les cyclodextrines, ont paradoxalement un effet 
stabilisant suffisant pour que 1* agent tensio-actif 
habituellement utilis6 soit absent. Ceci repr^sente, sur 
le plan industriel, une 6conomie notable. De meme, on 
observe que le poly (cyanoacrylate d'alkyle) stabilise le 
coiri)lexe form6 du principe actif et du coir5)ose apte a 
complexer le principe actif. 

Cependant, si le proc6d6 de 1' invention 
comprend 1* utilisation d'un agent stabilisant et/ou 
tensio-actif on pr6f6re un dextran, ou un poloxamer. 


wo 99/43359 


PCT/FR99/00418 


Selon une forme de realisation preferee de 
1' invention, les potentialites des cyclodextrines vis-a- 
vis des principes actifs permettent d'adjoindre de 
5 nouvelles proprietes aux particules. En effet, la presence 

des cyclodextrines dans les particules permet de 
stabiliser les principes actifs qui seraient instables en 
solution ou encore de masquer certaines caract^ristiques 
defarobles des principes actifs telle qu'une action 
10 irritante. 

Les precedes de fabrication des nanoparticules 
connus jusqu'a ce jour presentent des lacunes en ce qui 
conceme les possibilites d*ajustement de la taille des 

15 nanoparticules. Le precede de 1' invention permet de fagon 

inattendue et remarquable d'ajuster la taille des 
nanoparticules directement au cours de leur fabrication 
sans aucune 6tape particuli^re suppl6mentaire . 

Comme le montrent les exeinples qui suivent, la 

20 taille des nanoparticules selon 1' invention est 

essentiellement fonction de la concentration en compose 
apte k complexer le principe actif. Dans le cas des 
cyclodextrines, on peut ainsi faire varier cette taille 
dans une gamine tr^s large de 300 a moins de 50 nm. 

25 L' invention permet done, k I'aide d'essais pr^liminaires 

simples, d'ajuster la taille des nanoparticules dans les 
compositions, notamment pharmaceutiques , de 1' invention en 
fonction.de I'effet particulier recherche. Le choix de la 
taille a priori permet, si on le souhaite, de s'affranchir 

30 de certaines barrieres physiques s'opposant a la 

distribution des nanoparticules I'organisme ou d'6viter 
une capture des nanoparticules de la composition par le 
systeme r6ticulo-endoth6lial- II permet aussi un nouveau 
ciblage d'organes. 
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En consequence a I'etape (a) du precede de 
1 ' invention la proportion de compost apte a complexer le 
principe actif est en general de 0,1 a 70 % en poids par 
rapport audit principe actif. En effet, comme indique 
pr^cedemment , le choix de la concentration du compose apte 
a complexer le principe actif permet de faire varier la 
taille des nanoparticules obtenues par le procede de 
1' invention. On obtient ainsi des nanoparticules de taille 
comprise entre 40 et 300 nm, 

Les etudes relatives a la liberation du 
compost apte A complexer le principe actif, d'une part et 
du principe actif, d' autre part, montrent que le profil de 
liberation du compose apte a complexer le principe actif 
est tr^s rapide et que la liberation est proche de 100%, 
tandis que la liberation du principe actif comprend une 
premiere phase rapide, suivie d'une deuxieme phase plus 
lente due a la bio6rosion, classiquement d^crite pour les 
poly(cyanoacrylates) . 

L 'utilisation, dans les essais de liberation 
du principe actif, d' esterases qui d^gradent les 
nanoparticules, montre que le principe actif est contenu 
en grande partie au sein du reseau matriciel 
nanoparticulaire, ce qui est important du point de vue de 
1* activity attendue (4). 

Les differents essais effectu^s sur une gamme 
de steroides, du plus hydrophile (hydrocortisone) au plus 
hydrophobe (progesterone) ont montre que des principes 
act if s trfes varies peuvent §tre contenus dans les 
nanoparticules selon 1* invention a des concentrations 
eievees, dependantes de leurs caracteristiques physico- 
chimiques telles que notamment leur degre 
d ' hydrophobic i te , 

Ainsi, la progesterone utilisee corome modele 
dans les exemples qui suivent a une solubilite dans I'eau 
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trfes faible (0,01 mg/ml) qui, dans les processus 
classiques de polymerisation en emulsion dans I'eau, ne 
permet d'obtenir qu*une charge tres faible en principe 
actif, d^pourvue d'int6r§t pratique. Ainsi, cette charge 
5 est faible lorsqu'on utilise les techniques de preparation 

de I'art anterieur. De fagon particulierement surprenante 
et interessante, cette charge est de plus de 50 fois 
superieure dans les nanoparticules selon 1' invention, 
L* invention permet done d'acceder a des principes actifs 

10 hydrophobes, amphiphiles et/ou insolubles et done un 

renouveau de leur index ther^peutique. 

L' invention a done aussi pour objet 
1 'utilisation des procedes decrits ci-dessus pour 
fabriquer un medicament k effet cibl6 et k index 

15 therapeutique amelior^. 

D'autres avantages et caracteristiques de 
1' invention apparaitront de la description des exemples 
qui suivent faisant r6f6rences aux dessins annexes dans 
20 lesquels : 

La Figure 1 repr^sente les variations de la 
taille des particules ou granulom6trie et du potent iel 
zeta (moyenne de trois essais ± SEM) de nanoparticules de 
poly(cyanoacrylate d'isobutyle) (PIBCA) preparees en 
25. presence de 2~hydroxypropyl-P-cyclodextrine (HPpCD) , en 
fonction de la concentration initiale en HP^CD. 

La Figure 2 represent e les variations de la 
granulom^trie et du potentiel zeta (moyenne de trois 
essais ± SEM) de nanoparticules de PIBCA preparees en 
30 presence du complexe progesterone : 2~hydroxypropyl-p- 

cyclodextrine (HPpCD) , en fonction de la concentration 
initiale en HPpCD. 

La Figure 3 represent e les variations de la 
teneur en HPPCD (moyenne de trois essais ± SEM) de 
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nanoparticules de PIBCA preparees en presence de HPPCD, en 
fonction de la concentration initiale en HPpCD. 

La Figure 4 represente les variations de la 
teneur en HPPCD (moyenne de trois essais ± SEM) de 

5 nanoparticules de PIBCA preparees en presence du complexe 

progesterone : HPpCD, en fonction de la concentration 
initiale en HPpCD. 

La Figure 5 represente les variations de la 
teneur en progesterone (moyenne de trois essais ± SEM) de 
10 nanoparticules de PIBCA/HPPCD, en fonction de la 

concentration initiale en HPpCD. 

La Figure 6 montre 1' influence de la taille 
des peorticules sur la vitesse de liberation de la 
progesterone dans du tampon au borate alcalin (ABB) (pH 
15 8,4), a partir de nanoparticules de PIBCA/HPpCD. 

La Figure 7 montre 1* influence de la 
constitution du milieu de liberation sur la vitesse de 
liberation de la progesterone dans du milieu ABB (pH 8,4), 
a partir de nanoparticules de PIBCA/HPpCD, 

20 A : ABBiPEG 400 (80:20) 

B : ABB:PEG 400 (60:40) 

La Figure 8 montre 1' influence de la presence 
d* enzymes de type esterase sur la vitesse de liberation de 
la progesterone dans du milieu ABB (pH 8,4), a partir de 
25 nanoparticules de PIBCA/HPpCD. 

A : milieu de liberation avec de 1' esterase 

25 UI 

B : milieu de liberation avec de 1' esterase 

100 UI 

30 La Figure 9 montre la vitesse de liberation de 

la HPpCD dans du milieu ABB a 37oc. 

La Figure 10 montre les courbes de 
calorimetrie par analyse dif ferentielle (DSC) obtenues k 
une vitesse d'accroissement de la tenperature de 10°C/min. 

35 
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Dans les exemples qui suivent, le 
cyanoacrylate d' isobutyle , 1 * hydrocortisone . la 

prednisolone et le danazol la progesterone et les 
esterases (19 Ul/ml) ont ete obtenus aupres de Sigma 
5 Chemicals (St. Louis, Mo, EUA) , la spironolactone, la 

testosterone, 1* acetate de m^gestrol ont 6t6 obtenue 
respectivement aupres de Sophartex, Besin-Iscovesco et 
Upjohn, les a-, p- et y-cyclodextrines, les 2- 
hydroxypropyl-a-, 2-hydroxypropyl-P- et 2-hydroxypropyl-Y- 

10 cyclodextrines, dont les valeurs de MS moyennes sont 

respectivement de 0,9, 0,6 et 0,6, ont ete obtenues aupres 
de Wacker Chernie GmbH (Munich, Allemagne) et 1' ether de 
sulfobutyle et de (i-cyclodextrine (ci-apres SBEpCD) a ete 
obtenu aupres de CyDex L. C. (Overland Park, Kansas, EUA) . 

15 Le poloxamer 188 (Lutrol F68®) est un don de BASF 

(Ludwigshafen, Allemagne) . Les autres produits chimiques 
et les solvants sont de qualite analytique et HPLC. 

EXEMPLE 1 : Preparation de na noparticules en 

20 presence de differentes cvclodextrines e ^ df^ poloxamer > 

Les nanoparticules sont preparees par 
polymerisation anionique (2) de 100 \il de cyanoacrylate 
d' isobutyle dans 10 ml d'acide chlohydrique 0,01 M (pH 
2.0) contenant 1% p/v de poloxamer 188 et en presence de 5 
25 mg/ml de a-, y-, 2-hydroxypropyl-a-, 2-hydroxypropyl- 

P- ou 2-hydroxypropyl-Y-cyclodextrine ou de sulfobutyle 
ether de P-cyclodextrine. La solution de cyclodextrine est 
agit6e au moyen d'un agitateur magn^tique (1000 tr/min) a 
la tenp^rature airibiante et le monomfere est ajoute goutte a 
30 goutte. /^rfes agitation pendant 6 heures, la suspension 

est filtr^e au moyen d'xm pr^filtre de 2,0 nm (Millex AP 

500®) puis encore caracteris6e . 


EXEMPLE 2 ! Preparation de nanoparticules en 
35 presence de differentes cvclodextrines . 
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Les nanoparticules sont preparees par 
polymerisation anionique (2) de 100 ill de cyanoacrylate 

d'isobutyle dans 10 ml d'acide chlorhydrique 0,01 M (pH 
2,0) et en presence de 5 rag /ml de a-, y-, 2- 

5 hydroxypropyl-a-, 2-hydroxypropyl-p- ou 2-hydroxypropyl-Y- 

cyclodextrine ou de sulfobutyle ether de p-cyclodextrine. 
La solution de cyclodextrine est agitee au moyen d'xin 
agitateur magnetique (1000 tr/min) a la temperature 
arabiante et le mpnorafere est ajout^ goutte ^ goutte. Aprds 
10 agitation pendant 6 heures, la suspension est filtr^e au 

moyen d'un pr^filtre de ^,0 \m (Millex AP 500®) puis 
encore caracteris6e, 

pyratfPT.K 3 : Preparation de complexes 
15 progesterone / hydroxvpropyl-p-cvclodextr ines (HP^CD) ■ 

Les conplexes progesterone /HPPCD sont prepares 
en m61angeant 3,615 g de HPpCD avec 3,0 g de progesterone 
dans 150 ml d'eau sous agitation au moyen d'un agitateur 
magnetique pendant 24 heures a la teitperature ambiante. 
20 Apres cela, le melange est filtre (0,45 \m) . La HPPCD et 

la progesterone sont dosees dans la solution filtree avant 
d'etre utilisees pour la preparation de neuioparticules 
charg^es de progesterone. 

25 EXEMPLE 4 : Preparation de nanopart icules de 

polv(cvanoacrvlate d' isobutvle> /HPpC D (PIBCA/ HPfiCP) 

charades de progesterone . 

La solution du coitplexe progesterone/HPpCD 
obtenu corame d^crit dans I'exenple 3 est dilute pour 

30 obtenir des concentrations de 2,5, 5,0 7,5, 10,0, 12,5, 

15,0 et 20,0 mg/ml de HPPCD dans le milieu de 
polymerisation. Les nanoparticules sont preparees corame 
dans I'exemple 1, en absence ou en presence de 1% (p/v) de 
poloxamer 188. 


35 
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EXEMPLE S (temoin) : Pre paration ^ 

nanoparticules de polv (cvanoacrvlate d'is obutvle) charqees 
de progesterone et depourvu es de HPpCD> 

Des nanoparticules de poly {cyanoacrylate 
5 d'isobutyle) sont preparees en 1' absence de cyclodextrine 

dans le milieu de polymerisation, pour servir de temoin. 
Les nanoparticules charg6es de progesterone sont preparees 
en dissolvant le principe actif dans de I'acide 
chlorhydrique dilu^ (pH 2,0) en presence de 1% (p/v) de 
10 poloxamer 188 (environ 60 ug/ml, correspondant a la 

solubilite maximale dans ce milieu) • Le processus de 
polymerisation est mis en oeuvre comme decrit a l'exen?>le 
1. 

15 EXEMPLE 6 : Dosaae de la proges terone et de la 

HPpCD dans les nanoparti cules obtenues. 

Les differentes suspensions de nanoparticules 
sont centrifugees. a 82 000 g pendant 30 k 40 min a 25^C 
(Beckman, L5-65 Ultracentrifuge, rotor de type 70,1 Ti) et 

20 remises en suspension dans 5 ml d'eau distillee. Les 

suspensions sont f inalement lyophilis6es (Christ HED 
Freeze Drier, Allemagne) . 

Pour doser la charge de progesterone dans les 
nanoparticules, les produits lyophilises sont dilu6s dans 

25 de I'acetonitrile de quality HPLC et les solutions sont 

analysees par chromatographie liquide haute performance 
(HPLC) . Le syst^e de HPLC consiste en une xmit6 de 
d6livrance de solvant 510 de Waters (Saint-Quentin-en- 
Yvelines, France), un pr61eveur automatique d'echantillons 

30 WISP 712, une colonne (250 x 4,6 mm) Nova-Pak C18 4 jun, un 

d6tecteur d'absorbance 486 qui fonctionne k 245 nm et est 
en interface avec un module de donn6es 746. Le d6bit est 
de 1,0 ml/min et la phase mobile est constitute d'eau et 
d'ac6tonitrile (40:60) ou la dur6e de retention est 
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d' environ 12 min. Les resultats sont exprimes en tant que 

moyenne de trois dosages . 

Pour quantifier la HPPCD, les nanoparticules 

lyophilisees sont hydrolys^es au moyen de NaOH 0,2 M 
pendant 12 heures, le pH est a juste a 7,0 (±0,5) et la 
HPjJCD est quantifiee par dosage spectrophotom6trique de la 

decoloration de solutions de ph6nolphtal6ine en presence 
de HPPCD. En effet, la phenolphtalexne forme des complexes 
d' inclusion stables et incolores ayec les cyclodextrines 
(CD) (5). Par consequent, I'intensite de la couleur \d'une 
solution de phenolphtaleii^ dcins du tampon au borate 
alcalin decroit proportionnellement a la quant ite de CD en 
solution. 

Des solutions de r6f6rence sont pr^par^es en 
diluant des solutions-meres de CD dans de la solution 
tampon de borate alcalin a pH 10,0 contenant 2% d'une 
solution 6thanolique de ph6nolphtal6ine 0,006 M. Les 
courbes de reference (X = 550 nm) sont lineaires pour les 
concentrations en CD allant de 1 a 

100 ^g/ml, Les echantillons sont additionnes de 4 parties 
de solution tampon contenant de la ph6nolphtal6ine et 
test6es directement. 

EXEMPLE 7 ! Caract^risation des 

nanoparticules . 

La distribution granuloma trique, la taille 
moyexme et la polydispersit^ des nanoparticules sont 
estimees par diffusion de la lumi6re laser en utilisant un 
NS Coulter Nanosizer (Coultronics, Margency, France) . Les 
Echantillons sont disperses dans de I'eau MilliQ 
(resistivity > 18 MQ, Millipore, Saint-Quentin-en- 
Yvelines, France). Chaque analyse dure 200 s. La 
temperature est de 20^C et 1 'angle d'analyse est de 90«*. 
Le potentiel z^ta des particules en suspension dans I'eau 
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MilliQ est determine par velocimetrie Doppler au laser 
(Zetasizer 4, Malvern, Angleterre) . 

RESULTATS PES EXEMPLES 1 A 7 . 

Les caracteristiques des particules preparees 
en presence de 5 mg/ml de dif ferentes cyclodextrines et 1% 
de poloxaraer 188 (moyenne de 3 preparations repetees ± 

SEM) sont rassembl6s dans ie tableau I ci-dessous. 


Tableau I 


CD 

(5 mg/ml) 

Taille (nm) 
± S.D. 

Potentiel C («»V) 
± S.D. 

Teneur en CD 
(\ig de CD/mg de 
nanoparticules ) 

alpha 

228 ± 69 

-34,4 ± 4,0 

ND 

beta 

369 + 7 

-24,7 ± 8,2 

360 

gamma 

286 ± 9 

-22,9 ± 0,6 

240 

HPalpha 

244 ± 25 

-27,0 ± 2,2 

ND 

HPb6ta 

103 ± 6 

-8,6 ± 0,9 

247 

HPgamma 

87 ± 3 

-2,6 ± 2,2 

220 

SBEbeta 

319 ± 10 

-45,4 ± 2,4 

ND 


CD = cyclodextrine 
HP = hydroxypropyl 
SBE = ether de sulfobutyle 

La taille des particules, le potentiel zeta, 
la teneur en cyclodextrine et la stabilite (valeurs non 
representees) sont influences par la nature de la 
cyclodextrine . 

La quantite des dif ferentes cyclodextrines 
liees aux particules est dans la gamme de 20 a 35% (p/p) 
du poids total des particules • 

Les nanoparticules forniul6es avec la HPpCD 

sont les plus int^ressantes car elles pr6sentent une 
granulometrie moyenne inf^rieure a 100 nm et un potentiel 
z6ta voisin de z6ro mV. En outre, I'HPpCD presente une 

tres grande solubility dans le milieu de polymerisation et 
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une excellente tolerabilite . Elle permet par ailleurs 
1 'encapsulation de nombreuses substances. Par consequent, 
les 6tudes complementaires ont 6t6 effectu^es avec la 
HPPCD. 

5 En presence de HPpCD dans le milieu de 

polymerisation, 1' addition de 1' agent tensio-actif 
poloxamer 188 n'est pas essentielle pour la production de 
nanoparticules • 

D'une part, comme le montre la Figure 1, la 
10 taille et le potentiel z6ta des particules ne sont pas 

modifies par la presence de't>oioxamer 188. 

autre part, la concentration de HPpCD 

influence consid^rableraent la taille et le potentiel z6ta. 
Une augmentation de la concentration de HPpCD de 0 ci 12,5 

15 mg/ml conduit a une diminution de la taille des particules 

de 300 nm a moins de 50 nm. De meme, le potentiel zeta des 
particules decroit progressivement de valeurs fortement 
negatives (-40. mV) a un potentiel de surface proche de 0 
mV. Ces tendances sont gen^ralement maintenues lorsque les 

20 nanoparticules sont pr6par6es en presence de progesterone, 

comme le montre la Figure 2. Par rapport aux particules 
depourvues de progesterone, le potentiel zeta est 
legferement negatif dans la gamme de concentration de HPPCD 

a l*6tude, De plus, en 1' absence de poloxamer 188, on 
25 observe une augmentation rapide de la taille des . 

nanoparticules jusqu'^ 450 nm, suivie d'une diminution 
rapide lorsque la concentration de HPpCD est sup^rieure a 

10 rag/ml. Ce phenomene est supprim6 en presence de 
poloxamer 188. L' addition de HPpCD dans le milieu de 

30 polymerisation conduit k 1 'association de grandes 

quantit6s de HPpCD aux . nanoparticules , comme le montre la 
Figure 3. La quantity de HPpCD associee aux particules 

augmente continuellement et peut atteindre 60% du poids 
des particules. Lorsque les masses initiales de HPPCD et 

35 de cyanoacrylate d'isobutyle dans le milieu de 
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10 


15 


polymerisation sont ^gales, la quantite de HPpCD associee 
aux particules est d' environ 35%. De plus, 1* association 
de HPpCD aux particules n'est pas influencee par la 
presence de poloxamer 188. La teneur en HPpCD des 
nanoparticules n'est pas considerablement affectee par la 
presence de progesterone dans le milieu de polymerisation, 
coirane le montre la Figure 4. La charge de progesterone des 
particules augmente de fagon spectaculaire lorsque les 
particules sont prepar^es en presence de HPpCD. La charge 
de progesterone, en 1' absence de HPPCD est de 0,79 Hg/mg 
de particules et elle augmente progressivement jusqu'^ 
gtre multipliee par 50, ce qui correspond a 45 |ig/mg de 
particules, comme le montre la Figure 5. Il n'y a pas de 
differences signif icatives entre les particules preparees 
avec ou sans poloxamer 188- 

Les caracteristiques des nanoparticules 
utilis6es dans les exenqples 8 a 10 qui suivent sont 
decrites dans le tableau II ci-dessous. 


20 


25 


Tah>1eau II 


Fonaulation^ 

Taille 
(nm) ± SD 

Teneur en 
HPPCD^ 

Teneur en 

principe acCif 

2.5 

158 ± 22 

64 ± 5,4 

10.9 ± 3,3 

10,0 

70 ± 5 

240 ± 7,6 

23,9 ± 4.4 


a = 

b 
c 


polymerisation (mg /ml ) 

\ig de HPPCD par mg de nanoparticules 

\lg de progesterone par mg de nanoparticules 


30 


FXKMPLE 8 : T.iberatjnn de la progesterone in 
vitro k parfcir de nanooart nf^nles de PTRCA/HPPCD. 

Une quantite pesee de nanoparticules 
lyophilisees (contenant 1% (p/v) de glucose) est mise dans 
un flacon contenant 15 ml d'une solution tampon au borate 
alcalin (ABB) (pH 8,4) ou d'ABB contenant des esterases 
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(25 et 100 UI) ou d' ABB/poly (ethyleneglycol) 400 (PEG) a 
20 et 40% (v/v) . Les echantillons sont agites au moyen 
d'un agitateur magnetique a 200 tr/inin et SVC, et 
preleves a des intervalles predetermines. Les suspensions 
sont centrifugees a 82 000 g pendant 30 minutes a 20°C 
puis la teneur en progesterone du sumageant est dosee 
pour tous les milieux et la teneur en HP^CD pour les 
milieux au PEG, La teneur en progesterone est dosee par 
HPLC comme d^crit plus haut, avec injection de 100 ^l pour 
les echantillons incubes dans des milieux a I'ABB et ^20 nl 
pour les milieux au PEG. 

Tous les essais sont realises dans des 
conditions telles que la concentration en principe actif 
dans la phase de liberation soit maintenue au-dessous de 
10% de saturation. 

pvKMPT.F. q : Lib«^T-nhion d p la HPBCD in vitrO ^ 
partir de nanoparti miles dp t^TRT A /HPBC33 . 

L- etude de la liberation de la HPPCD est 
effectuee comme celle de la progesterone dans du milieu 
ABB avec quantification de la teneur en CD apr^s 
ultracentrifugation, par conplexation avec de la 
phenolphtaieine comme d^crit plus haut. La concentration 
de CD a 100% de liberation est d' environ 100 |ig/ml. 

TOCFMPLE 10 : Palbrijw ^trie par analyse 

differentjelle (DSC) . 

Les etudes de DSC sont effectuees en utilisant 
un calorimetre d' analyse dif ferentielle Perkin Elmer DSC- 
7. La temperature est calibree en utilisant le point de 
transition de fusion de 1' indium. Des echantillons pesant 
environ 4 mg sont places dans des capsules d' aluminium et 
chauffes Ae 0 k 250oc k tine vitesse d • e:5)loration de 
lOoc/min. 
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RESULTATS PES EXEMPLES 8 A 10 . 
La Figure 6 des dessins annexes represente le 
profil de liberation de la progesterone a partir de 
nanoparticules combin^es de PIBCA/HPPCD dans I'ABB (pH 
5 8,4). Sur ce graphique on peut observer une courbe de 

liberation biphasique avec une liberation initiale rapide 
(effet d'eclatement) dans la premiere heure pour les deux 
formulations test6es (environ 10 et 34% des nanoparticules 
de 150 et 70 nm, respectivement) . Cette liberation rapide 

10 pourrait Stre attribute a la fraction de progesterone qui 

est adsorbee ou faiblement li6e k la grande surface 
g^ner^e par la formation de nanoparticules plut6t qu'au 
complexe progesterone /CD incorpore dans le reseau 
polymere. La seconde phase correspond a une liberation 

15 exponentielle plus lente avec environ 35 et 62% de 

progesterone lib6ree a partir de nanoparticules de 150 et 
70 nm, respectivement. La phase de liberation ralentie 
peut §tre le resultat d'une simple diffusion vers 
I'ext^rieur de la progesterone a partir des nanoparticules 

20 ou de la penetration de la solution de liberation dans les 

nanoparticules avec dissolution de la progesterone, suivie 
de sa diffusion k I'exterieur, 

Les etudes in vitro demontrent que diff6rents 
facteurs peuvent affecter la liberation de principes 

25 actifs k partir de systfemes colloida\ix. Ces facteurs 

conprennent la taille et la morphologie des particules, la 
charge en principe actif et la solubilite de celui-ci (6, 
7, 8) . Conformenent k ce qui a 6t6 observe dans les 
travaux ant^rieurs, les nanoparticules les plus petites 

30 (70 nm) avec une charge sup^rieure en principe actif (24 

lig/nig) pr^sentent xme liberation plus rapide que les 
particules plus grandes (170 nm) avec une charge plus 
faible en progesterone (10,5 ^ig/mg) . La taille moyenne et 
la charge de principe actif des nanoparticules 

35 repr6sentent les facteurs majeurs de la vitesse de 


wo 99/43359 


24 


PCT/FR99/00418 


liberation, avec une reduction de la phase rapide pour les 
nanoparticules plus grandes. 

La Figure 7 montre les prof i Is de liberation 
de la progesterone k partir de nanoparticules de 
PIBCA/HPpCD en presence de PEG 400 (20 et 40%) en tant 
qu' agent solubilisant . L* utilisation de ce type de milieu 
permet de r6duire le volume de milieu de liberation et par 
consequent la concentration en principe actif permettant 
une meilleure detection (9) . Dans un cas comme celui-ci oil 
des solvants ou des agents solubilisants non aqueux, sont 
employes, on peut obtenir 'Ees informations concemant le 
mecanisme de liberation. Comme montre a la Figure 7, le 
profil de liberation n'est pas identique pour les deux 
milieux, ce qui signifie que la liberation est fortpment 
influencee par la concentration en PEG. Par consequent, la 
liberation de la progesterone doit etre deterrain6e par la 
penetration du solvant dans la matrice polymere, avec 
dissolution et diffusion a I'exterieur du principe actif k 
partir des nanoparticules. Au contraire, quand la 
liberation du principe actif r6sulte de la simple 
diffusion a travers une matrice polymere. la composition 
du solvant de liberation ne peut pas influencer la 
liberation de principe actif (10) . 

Le procede de preparation de nanoparticules 
qui consists h ajouter le monomere k une solution aqueuse 
d- agent tensio-actif et k agiter pour obtenir des micelles 
(2), peut determiner la distribution du principe actif 
dans les micelles pendant I'etape de polymerisation. 

La liberation rapide observee dans les figures 
6 et 7 sugg^re que la sxirface des particules a ete 
enrichie en progesterone au cours de l*etape de 
polymerisation. Par ailleurs, une forte proportion du 
principe actif a pu gtre pi6gee dans le reseau de polymere 
qui pouvait avoir une structure interne hautement poreuse 
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(11). Ce fait pourrait expliquer 1 • augmentation de la 
Vitesse de liberation lorsque la concentration en PEG 
augmente (Figure 7), le PEG p6n6trant dans la structure h 
des vitesses diff^rentes selon la constitution du milieu 

5 de liberation puis modifiant la diffusion du principe 
actif vers l'ext6rieur. 

Malgre \ine augmentation trds irrportante de la 
Vitesse de liberation obtenue grace a 1' addition de PEG 
dans le milieu de liberation, la liberation de la 

10 progesterone n'atteind pas 100% (elle est d' environ 75 et 
82%, respectivement avec 40t^..de PEG) . 

Au contraire, la presence d' enzymes de type 
esterase dans le milieu de liberation conduit h une 
liberation plus rapide que dans une solution de liberation 

15 depourvue d' esterase et la quantite de progesterone 

liberee est tr^s proche de 100% pour les deux formulations 
testees et pour les deux concentrations d" enzyme (Figure 
8) . Ces faits peuvent suggerer que les molecules de 
progesterone sont, au mbins en partie, piegee a I'etat 

20 . moieculaire dans la matrice polymfere de la nanoparticule 
de 1- invention et/ou liees au reseau de cyanoacrylate 
d'isobutyle (12). L' utilisation d' enzymes de type esterase 
dans le milieu de liberation conduit k une degradation ou 
une dissolution des chalnes polymeres des nanoparticules 

25 de poly (cyanoacrylate) . Dans ce cas, les principes actifs 

immobilises dans la matrice sont alors liberes par la 
degradation progressive de celle-ci. 

La bioerosion provoqu6e par I'hydrolyse de la 
liaison ester des chaines lat6rales du PIBCA est le 

30 mecanisme qui pemet une acc6l6ration significative de la 
liberation de progesterone, ce qui correspond aux 
resultats rapper t6s par d'autres auteurs (12, 13). 
Parfois, les etudes de liberation de principes actifs 
effectuees dans des milieux contenant des esterases ne 

35 conduisent pas k une liberation de 100% du principe actif 
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incorpore (12, 14, 15). II est suggere qu'alors il exists 
la possibilite d'une liaison entre les chaines de PIBCA et 
les molecules de principe actif (12, 14). Les profils de 
liberation de la cyclodextrine a partir des nanoparticules 
representee a la Figure 9 montrent une liberation tres 
rapide et tres proche de 100% dans la premiere heure, ce 
qui montre que ces molecules ne sont pas li^es de maniere 
chimique au polymere niais vraisemblablement siirplement 
adsorbees ou piegees dans le polymere. 

Les profils de DSC des 6chantillons conts^nant 
de la HPpCD montrent une transition endothemique large, 

reproductible dans la gamme de 30 a 90**C avec des 
temperatures de debut comprises dans cette gamme (Figure 
10 a, c et d) . Ce pic asym^trique a ete attribue a 
1' elimination d'eau. Les echantillons contenant de la 
progesterone (melange physique et progesterone seule) 
pr^sentent un pic endothermique prononc6 a environ ISQOC, 
ce qui correspond a la temperature de transition de fusion 
de la progesterone sous forme cristalline (Figure 10 b et 
c) . Le complexe HPPCD : progesterone ne presente que la 

transition endothermique dans la gamme de 30 a 90*^C 
decrite ci-dessus, avec disparition de la transition de 
fusion de la forme cristalline de la progesterone (Figure 
10 d) , ce qui suggere que le principe actif est disperse a 
l'6tat moleculaire dans la cavite des molecules de 
cyclodextrine. Sous la mime forme, des Echantillons de 
nanoparticules de PIBCA/HPpCD charg^es de progesterone ne 

presentent pas de pic endothermique prononce qui, dans ce 
cas, est remplace par une transition endothermique large 
dans la gamme de 130 k 170®C (Figure 10 e et f ) . Ce 
phenomene suggere que la progesterone se trouve a I'etat 
moieculaire soit dissoute dans le polymere soit incluse 
dans les cyclodextrines assocides au nanoparticules selon 
1* invention. Sous cette forme, 1* ensemble des r^sultats 
concemant la liberation de la cyclodextrine et de la 
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progesterone dans les differents milieux et les courbes de 
DSC, ajoutes aux donnees de la litterature, indiquent que 
la morphologle des nanoparticules pourrait §tre 
representee par un noyau polymere contenant une fraction 
du principe actif a I'etat moleculaire, avec une surface 
enrichie par des coitplexes cyclodextrine: progesterone. 
Cette structure pourrait expliquer la liberation 
biphasique de la progesterone avec tine premiere phase 
rapide due peut-§tre a la desorption du complexe 
cyclodextrine: progesterone a partir de la surface, et une 
seconde phase tres lente "cfomprenant la diffusion de la 
progesterone vers I'exterieur, a travers le reseau 
polymfere . 

EXEMPLE 11 : Preparation de nanoparticules de 
polv (cvanoacrvlate d' isobutvle) /HPPCD charaees en divers 
principes actif s . 

Des complexes de prednisolone, de 
spironolactone, de testoterone, de progesterone, de 
danazol et d' acetate de megestrol ont 6t6 obtenues en 
meiangeant 300 mg HPPCD avec 15 mg de st6roides dans 15 ml 

d'eau a 37^C pendant 72 heures sous agitation magnet ique. 
Les suspensions ont 6t6 filtr6es (0.45 mm) et les 
concentrations en cyclodextrine et en principe actif ont 
6t6 dosses selon I'exemple 12 ci-apr^s. Des nano. 
part icules de poly { cysmoacrylate d • isobutyle ) /HPpCD sont 

pr6parees corame dans I'exemple 1 en ajoutant une solution 
des complexes formes contenant lOmg/ml de HPpCD dans une 

solution de poloxamer a 1% p/V. 

EXEMPLE 12 ftemoin) : Preparation de 
nanoparticules de oolv ( cyanoacrvl ate d' isobutyle) 
charaees en divers orincioes actif s . 

Des solutions d' hydrocortisone, de 

prednisolone, de spironolactone, de testoterone, de 
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progesterone, de danazol et d' acetate de megestrol a des 
concentrations correspondant k la concentration a 
saturation dans du poloxamer 188 |1% p/v) ont ete ajoutees 
separerament dans les milieux de polymerisation. Des 
5 nanoparticules de poly (cyanoacrylate d'isobutyle) charg6es 

en divers principes actifs ont alors ete preparees selon 
I'exerrple 1, mais en 1' absence de HPPCD. 

EXEMPLE 13 : Dos age de 1 'hydrocortisone, de la 
10 prednisolone, de la spironolactone, de la testoterone, de 

la progesterone, du danazor r de 1' acetate de meaestrol et 
de HPpci) . 

Les differents steroides ont ete doses selon 
I'exemple 6 qui permet le dosage de ces differentes 
15 substances dans les memes conditions analytiques. 

L'HPPCD a ete dosee egalement selon I'exemple 

6. 

PXEWPJ:.E 3-4 ; C^yaqteyigtiqu^g de taille et de 
20 potentiel zeta des nanoiparticules preparees selon 

1' invention en presence ou en absence de poloxamer 188 

Les nanoparticules pr6par6es selon I'exemple 
11 et I'exemple 12 ont ete caracterisees selon I'exemple 
7. La taille des particules chargees en steroides etait 
25 gen^ralement diminuee et 6tait proche de ICQ nm environ 

lorsque les nanoparticules selon 1' invention 6taient 
pr^par^es en 1' absence de poloxamer 188 et seulement en 
presence de 1 ' HPpCD sugg6rant un masquage des charges par 

les molecules de cyclodextrine localis^es a la surface des 
30 particules • 
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Le tableau III ci-dessous rapporte le 
chargement de la drogue par des nanoparticules de 
poly(cyanoacrylate d'alkyle) ou des nanoparticules de 
poly (cyanoacrylate d ' alkyle) et hydroxypropyl-P- 
5 cyclodextrine et le contenu en cyclodextrine correspondant 

(moyenne de 3 valeurs) . 


Tableau III 


6chantillon 


CD 

chargement 



(mg/g) 

de la drogue 




(mg/g) 

PIBCA 




PIBCA 

hydrocortisone (HD) 


2,19 


PE 


0.12 


sprirono lac tone (SP) 


7,65 


testosterone (TE) 


2,27 


megestrol acetate (AM) 


0,25 


danazol (DA) 


0,34 


orocres terone ( PO ) 


0.79 

PIBCA/HPPCD 

HD 

180 

15,3 


PE 

210 

15,5 


SP 

230 

53,0 


TE 

180 

19,5 


AM 

220 

1.4 


DA 

280 

11,2 


PO 


24,0 


10 

fiESULTATS DES EXEMPLES 11 A 14 r Augmentation 

de la rharae en sfc^roides de nanooarticules selon 

1' invention , 

Les valeurs des chargements en steroides 
exprim6s en valeur absolues pour les nanoparticules selon 
1' invention ou les particules t^oins sont rassembl^es. 
dans le tableau IV (moyenne de trois preparations). Le 
calcul des valeurs d'accroissement de la charge des 
particules montre que 1 • augmentation de la charge peut 
atteindre 129 fois, dans le cas de la prednisolone. 


15 


20 


wo 99/43359 PCT/FR99/00418 

30 


Tableau IV 


Steroides 

Chargement des 
nanoparticules 
de PIBCA sans 

HPpCD 
(mmole/g) 

Chargement des 
nanoparticules 
coinbin^es de 

PIBCA et HPpCD 
(ininole / g) 

Augmentation 
du chargement 
(nombre de 
tois) 

Hvdrocor t i sone 

6,04 

42.21 

7,0 

Prednisolone 

0,33 

43,00 

129,2 

Spironolac tone 

18,36 

127,23 

6,9 

Testoterone 

7,87 

67.6 

8,6 

Acetate de 
meaestrol 

0,65 

3,64 

5,6 

Danazol 

1,01 

33.19 

32,9 

Pr ocres ter one 

2,51 

69.60 

27.7 
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REVENDICATIONS 

1) Nanoparticules contenant au moins un 
principe actif, caracterisees en ce qu'elles comprennent 

5 1 'association d'au moins un polymere et d'au moins \m 

compose apte a complexer ledit principe actif, 

2) Nanoparticules selon la revendication 1, 
caracterisees en ce que I'un au moins des polymeres est un 

10 polyCcyanoacrylate d'alkyle) dans lequel le groupe alkyle, 

lineaire ou ramifie, compreiB3 de 1 a 12 atomes de carbone. 

3) Nanoparticules selon l*une des 
revendications 1 ou 2, caracterisees en ce que le compose 

15 apte a complexer le principe actif est un oligosaccharide 

cyclique. 

4) Nanoparticules selon la revendication 3, 
caracterisees en ce que le compose apte a complexer le 

20 principe actif est une cyclodextrine neutre ou charg^e, 

native, branch6e ou polymerisee ou modifiees chiraiquement . 

5) Nanoparticuleis selon la revendication 4, 
caracterisees en ce que le compost apte a complexer le 

25 principe actif est une cyclodextrine modifiee chimiquement 

par substitution d'lm ou plusieurs hydroxypropyles par des 
groupements alkyle, aryle, arylalkyle, glycosidique, ou 
par etherification, esterif ication avec des alcools ou des 
acides aliphatiques . 

30 

6) Nanoparticules selon I'une quelconques des 
revendications pr6c6dentes, caract6ris6es en ce qu'elles 
pr6sentent une taille coirprise entre 300 et moins de 
50 nm. 


35 
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7) Nanoparticules selon I'une quelconque des 
revendications pr^c^dentes, caracterisees en ce que le 
principe actif est hydrophile, hydrophobe, amphiphile 
et/ou insoluble. 

5 

8) Nanoparticules selon I'une quelconque des 
revendications precedentes, caracterisees en ce que le 
principe actif est choisi parmi les anticancereux, les 
molecules antisens, les antiviraux, les antibiotiques, les 

10 proteines, polypeptides, polynucleotides, les substances 

vaccinantes, les immunomodtilateurs , les steroides, les 
analg6siques, les antimorphiniques , les antifongiques et 
antiparasitaires . 

15 9) Nanoparticules selon la revendication 8, 

caracterisees en ce que le principe actif est le taxol ou 
1 * un de ses derives • 

10) Nanoparticules selon la revendication 8, 
20 caracterisees en ce que le principe actif est la 

doxorubicine ou I'un de ses derives, 

11) Nanoparticules selon la revendication 8, 
caract6ris6es en ce qae le principe actif est un d6riv6 du 

25 platine . 

12) Nanoparticules selon I'une quelconque des 
revendications precedentes, caracterisees en ce que le 
principe actif est present en une quantity de 0,01 k 300 

30 mg/g de nanoparticules. 

13) Nanoparticules selon I'une quelconque des 
revendications pr6c6dentes, caract6ris6es en ce que la 
proportion de coTsxpos6 apte k complexer le principe actif 

35 est de 0,1 a 70 % en poids. 
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14) Precede de preparation de nanoparticules a 
base d'un polymere salon I'une quelconque des 
revendications 1 a 13, caracterise en ce qu'il conprend 

5 les etapes consistant a : 

a) preparer un complexe d'au mo ins un principe 
actif avec au mo ins un compose apte a le complexer, en 
solution dans un solvant aqueux ou non aqueux, 

b> a j outer progress ivement au mo ins un 
10 monomere du polymere dans la solution obtenue a I'etape 

(a) , et 

c) effectuer une polymerisation, par exemple 
anionique ou indue tible par d'autres agents notamment 
photochimiques, de ce monomere eventuellement en presence 
15 d'un ou plusieurs agents tensio-actif et/ou stabilisant. 

15) Precede de preparation de nanopart icules a 

base d'un polvmere selon I'une auelconoue des 

revendications 1 a 13 , car acterise en ce au'il comprend 

20 les etapes consi stant a : 

- preparer deg nanop ^^rtinules a base — d'un 

polvmere et plus particul ieremen t des pol v ( cvanoacrylate 
d'alkvle) f^t d'un cnmnos^ apte a complexer un princjpQ 
actif, 

25 - associer auxdites nanoparticul g^-s le principe 

actif , 

IG) Precede de preparation de nano particules a 
base d'un polvmere selon la revendication 15. caracterise 
30 en ce ou'll compren d les Stapes consistent a ; 

preparer une s olution d'au moins un cpropose 
a pte A compl e icer un pricipe actif dans un ^oJ-V^nt; aqyeux 

ou non aaueux. 

b^ ai outer progress ivement au moinq yn 

35 monomere du polvmere. et pJLus particulj^rement le 
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cvanoacrvlate d'alkvle monomere dans la so lution de 
I'^taoe (a) . et 

c) effectuer une polymerisation de preference 

anionioue mais eaalement inductible pa r d'autres agents 

5 notamment photochimioues de ce monomere. ^ventuelXement en 

presence d'un ou plusieurs agents ten sio-actif et/ou 
stabilisant. 

^ ) apres un controle et un e pruf if ication 

eventuelle des nanoparticules obtenu s a I'etape (c) , 

10 incuber lesdites particules dans une s olution du orincipe 

actif dans un solvant acrueujt'^.bu non aaueux, 

17) Precede de preparation de nanoparticules a 
base de poly (cyanoacry late d'alkyle) selon I'une des 

15 revendications 14 a. 16, caracterise en ce qu'a I'etape (b) 

on ajoute progress ivement au moins \in cyanoacrylate 
d'alkyle monomere. 

18) Procede selon l*une quelconque des 
20 revendications 14 a 17, caracterise en ce que aux etapes 

(a) , (b) et (d) , le solyant est avantageusement choisi de 
fagon a ce que, tout en maintenant des conditions 
favorables a la polymerisation des polymdres et plus 
particulierement des poly (cyanoacrylate d'alkyle), la 
25 solubilite du principe actif et du compost apte k le 

complexer soit maximale dans le milieu d6fini par ce 
solvant . 

19) Proc6d6 selon I'une quelconque des 
30 revendications 14 a 18, caracteris6 en ce que l»6tape (c) 

est effectu6e sans agent tensio-actif et/ou stabilisant, 

20) Proced^ selon I'une quelconque des 
revendications 14 a 18, caract6rise en ce que dans l'6tape 

35 (a) la proportion de compost apte k con5>lexer le principe 
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actif est en general de 0,1 a 70 % en poids par rapport 
audit principe actif. 

21) Utilisation du procede selon I'une 
5 guelcongue des revendications 14 a 20 pour fabriquer vm 

medicament a effet cible et a index therapeutique 
am61ior6. 

22) Nanoparticule comprennant 1 'association 
10 d'un polymdre et plus particuli^rement ^ des 

poly(cyanoacrylate d'alkyle) et d'un compose apte a 
complexer un principe actif, susceptible d'etre obtenu par 
les etapes (a) a (c) d'un procede selon la revendication 
16. 

15 

23) Nanoparticules selon la revendication 22, 
caracterisees en ce que le compose apte a complexer un 
principe actif est une cyclodextrine neutre ou chargee, 
native, branchee ou polymerisee ou modifiees chimiquement • 

20 
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Fig. 1 



"1 1 r—^ 1 1 f"50 

0 5 10 15 20 25 

Concentration initials en HPPCD (mg/ml) 


TAILLE DES PARTICULES ET POTENTIEL ZETA DE NANOPARTICULES 
PRlgpAR^S EN PRESENCE DE HP^CD 

■ Granulom^trie des nanoparticules avec 1 % de Poloxamer 
188 

□ GranuloiR^trie des nanoparticules sans Poloxamer 188 

• Potential zeta des nanoparticules avec 1 % de Poloxamer 
188 

O Potential zeta des neinoparticules sans Poloxamer 188. 
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2/10 
Fig. 2 



NANOPARTICULES DE PIBCA / HPpCD PREPAR^ES EN PRESENCE DU 
COMPLEXE PROQESTERONE / HPPCD 

■ Granulometrie des nanoparticules avec 1 % de Poloxamer 
188 

□ Granulometrie des nanoparticules sans Poloxamer 188 

• Potentiel zeta des nanoparticules avec 1 % de Poloxamer 
188 

O Potentiel zeta des nanoparticules sans Poloxamer 188, 
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Fig. 3 



TENEUR EN HPPCD DANS DES NANOPARTICULES LIBRES 

(NON charg6es) 

■ avec 1 % de Poloxamer 188 


□ sans Poloxamer 188 
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Fig. 4 


w 800 



Concentration initiale de HPPCD (mg/ml) 


TENEUR EN HPPCD DANS DES NAN0P2UITICULES PR^PAREES EN 
PRESENCE DO CXJMPLEXE PROGESTERONE / HPpCD 

I avec 1 % de Poloxamer 188 


Q sans Poloxamer 188 
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TENEUR EN PRCX3ESTERONE DE NANOPARTICULES DE PIBCA / HPpCD 
■ Avec Poloxamer 188 
□ Sans Poloxamer 188 
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Fig. 6 



0 2 4 6 8 12 24 36 


INFLUENCE DE LA TAILLE DES PARTICULES SUR LA VITESSE DE 
LIBl^RATION DE LA PROGESTERONE DANS DU TAMPON AU BORATE 
ALCALIN (ABB : pH 8,4) A PARTIR DE NftNOPARTICULES PIBCA / 

HPPCD. 

■ Solution de progesterone 

□ HPf(CD/ progesterone sous forme de conqplexe 
• nanoparticules de 150 nm (PIBCA / HPfJCD). 


O nanoparticules de 70 nm (PIBCA / HPPCD) . 
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Fig. 7 / A 



Temps (heure) 

A = ABB : PEG 400 (80 : 20) 
Fig. 7 / B 



Teinps (heure) 

B = ABB : PEG 400 (60 : 40) 

INFLUENCE DE LA CXDNSTITUTION DU MILIEU DE LIBERATION SUR LA 
VITESSE DE LIBERATION DE LA PROGESTERONE DANS DU MILIEU ABB 
(pH 8,4) A PARTIR DE NANOPARTICULES PIBCA / HPpCD. 

■ Solution de progesterone 

□ HPpCD /progesterone sous forme de complexe 

nanoparticules de 150 nm 
O nanoparticules de 70 nm 
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Fig. 8 / A 
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A = Milieu Esterase 25 UI 
Fig, 8 / B 
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Temps (heure) 



B = Esterase 100 UI 


4 6 

Temps (heure) 


INFLUENCE DE LA PRESENCE D' ENZYMES DE TYPE ESTERASES SUR LA 
VITESSE DE LIBERATION DE LA PROGESTERONE DANS DU MILIEU ABB 
{pH 8,4) A PARTIR DE NANOPARTICULES DE PIBCA / HPPCD. 

■ Solution de progesterone 

□ HPpcn^ progesterone sous forme de complexe 

• nanoparticules de 150 nm 

O nanoparticules de 70 nm 
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Fig. 9 



Temps (heure) 


VITESSE DE LIBERATION DE LA HPPCD DANS DU MILIEU ABB (pH 
8,4) A PARTIR DE NANOPARTICULES PIBCA / HPpCD. 

■ nanoparticules de 150 nm 
□ nanoparticules de 70 nm 
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Fig. 10 



0 50 100 150 200 250 

Temperatme TO 


COURBE DE CAL0RIM6tRIE PAR ANALYSE DIFFERENTIELLE (DSC) 
OBTENUES A UNE VITESSE D' ACCROISSEMENT DE LA TEMPERATURE DE 
lO^C / min. 

A = HPPCD 

B = Progesterone 

C = Melange physique de HPpCD Progesterone (5:1 W/W) 

D = Complexe HPpCD : progesterone 
E = PIBCA 

F = Nanoparticules de PIBCA / HP^CD chargees en progesterone 
(2,5 mg/ml de HPPCD ) 

G = Nanoparticules de PIBCA / HPpCD charg6es en 
progesterone (10,0 mg/ml de HP^CD dans le milieu. 
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